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RESUMO - Cereais e subprodutos de cereais como o trigo possuem papel fundamental na alimentagdo humana.
O controle de qualidade do produto na compra e venda deve manter padrdes aceitaveis para consumo humano,
principalmente os niveis de contamina¢do por micotoxinas. A amostragem representa um ponto critico deste
controle na determinacdo da micotoxina deoxinivalenol (DON), devendo ser planejada, evitando que um lote
contaminado seja aprovado para o processamento e elaboragdo de alimentos. Este estudo teve como objetivo
investigar a influéncia da amostragem em lote de trigo para quantificagdo de DON, seguindo a IN n° 38, tendo
como variagdo as quantidades de massa durante a amostragem. Para avaliar a influéncia, foi realizada a
quantificagdo de DON através do Kit quantitativo Veratox® 5/5. Observou-se que a diminuigdo da massa na
amostragem induz a erros de quantificagdo, pois menores valores de massa que preconizado na IN n°® 38,
apresentou varricdes de 2600 a 1800ug/Kg na concentragdo de DON. Assim a amostragem ¢ um fator
determinante para que lotes sejam representativos em analises laboratoriais, prevenindo erros na comercializagao
de lotes contaminados com micotoxinas.
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1 INTRODUCAO

Cereais ¢ subprodutos representam alimentos basicos na dieta humana (BRASIL, 2012). A produgdo de
trigo representa 30% da produgdo global de griaos destinada a elaboragdo de produtos alimenticios (BRASIL,
2013) pela ampla possibilidade de gerar diversos alimentos a partir do seu refino (moagem), dando origem as
matérias primas: farinha e farelo.

Os contaminantes em trigo, principalmente a presenca de Fusarium spp., causador da doenca conhecida
como giberela do trigo, representa grande preocupagdo por causar perda de produtividade em lavouras de trigo e
por expor os graos a contaminacdes por micotoxinas (MCMULLEN et al., 2012). No Brasil, a contaminagdo por
micotoxinas em trigo para consumo humano pode conter um ou mais contaminantes do género, com a

prevaléncia da Desoxinivalenol (DON) (DEL PONTE et al., 2015).
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A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria estipulou os Limites Maximos Tolerados (LMT) para
micotoxinas em alimentos, abrangendo as empresas de importacdo, produgdo, distribuicdo e comercializacdo de
bebidas, alimentos e matérias primas em geral, através da RDC N° 7 DE 18 de fevereiro de 2011. O LMT para
DON em trigo ¢ 2000 ng/Kg.

Apesar das técnicas sofisticadas para determinagdo de DON, a distribui¢do heterogénea dos niveis de
micotoxinas em lotes de cereais ¢ um dos problemas enfrentados durante amostragem (EMBRAPA, 2005). No
Brasil, a amostragem de trigo ¢ regulamentada pela Instru¢do normativa IN n° 38 (BRASIL, 2010), que
especifica o nimero de pontos de amostragem ¢ a quantidade de amostras que devem ser destinadas ao
laboratdrio para enquadramento de classe e tipo de trigo.

Alguns estudos demostram que a amostragem ¢ um fator preponderante nas determinagdes de
micotoxinas e que pode induzir a erros de quantificagao, produzindo resultados equivocados (WHITAKER et al.
2011; HALLIER et al., 2011; MALLMANN et al., 2013). Para assegurar que a amostra destinada a andlise seja
representativa, recomenda-se a utilizacdo de planos de amostragem apropriados. Os planos de amostragem
exibem grandes vantagens quando padronizados, segundo Mallmann e Dilkin, (2007) a amostragem de cereais
para analise de micotoxinas deve seguir as seguintes etapas: coletas aleatorias de varios pontos do lote, a soma
das coletas para formar uma amostra representativa; homogeneizacao e redugdo da amostra retirando-se uma
aliquota final para quantificagdo em laboratorio.

Este estudo teve como objetivo investigar a influéncia da amostragem em um lote de trigo para
quantificagdo de Deoxinivalenol, seguindo a IN n°® 38, tendo como variacdo a quantidade de massa durante a

amostragem.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Matéria-prima:

Para este estudo, foram utilizados gréos de trigo disponibilizado pelo Moinho Casquense, da cidade de

Casca, RS, Brasil, a partir de uma analise prévia do banco de dados da empresa.

2.2 Amostragens para determinacio de DON

A amostragem padrido (Amostra n° 1) seguiu a IN n° 38, tendo como total do lote a quantidade de 40
toneladas de trigo, com 11 pontos de amostragem calados com calador manual, uniformemente distribuidos em
meio de transporte rodoviario com profundidades que atingiram o ter¢o superior, 0 meio e o ter¢o inferior da
carga a ser amostrada, na quantidade de 2 kg por coleta, totalizando 22 kg. A amostra foi submetida a
quarteamento sequenciais até a obtencdo de 2 kg, que foram reduzidos no laboratério a 0,5 kg para realizacdo
das analises.

A amostragem das demais amostras (2 a 11) foi retirada a partir de 500 kg de trigo, enquanto a carga era

basculada do caminhdo. O trigo foi colocado em 10 sacos de rafia contendo 50 kg de amostra em cada. Foram
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retirados 5 kg de cada saco em sequencia para que fossem formadas as sub amostras. Este procedimento foi
realizado por dez vezes, reduzindo de forma proporcional o volume de cada saco. As sub amostras foram
quarteada até a obtencdo de 2,0 kg de trigo e diminuidas até 0,5 kg para andlise em laboratério, como ilustrado

na Tabela 1.

Tabela 1. Representagdo da amostragem para determinagdo de DON.

Amostra para

N° Amostra Quantidade quartcamento Amostra para
produto (kg) analise (kg)
(kg)

1 (Padrao) 40 000 2 0,500

2 500 2 0,500

> 450 2 0,500

! 400 2 0,500

5 350 2 0,500

6 300 2 0,500

7 250 2 0,500

8 200 2 0,500

’ 150 2 0,500

10 100 2 0,500

! >0 2 0,500

2.3 Preparaciio das amostras

A moagem do trigo foi realizada em moinho experimental (modelo VG2000, Vitti Molinos, Brasil),
obtendo-se as fracdes de farinha, farelinho e farelo. A reincorporagdo das trés fragdes compds a farinha para
quantificagdo de DON no grio de trigo.

O procedimento de extragdo da micotoxina foi realizado de acordo com o manual de instrugdes que
acompanhava os kits utilizados (Veratox para DON 5/5, Neogen Corporation, USA) para determinagdo de DON.
Para isto, diluiu-se 10 g de cada amostra em 100 mL de agua destilada e agitou-se manualmente a suspensao por
trés minutos. A suspensdo foi filtrada com o auxilio de papel filtro qualitativo n°® 1, depositando o filtrado em

béqueres previamente identificados conforme o nimero da amostra.
2.4 Quantificacao de DON
As concentragdes de DON foram determinadas utilizando kit de teste ELISA, conforme instruido pelo

fabricante. Foi escolhido o Kit quantitativo Veratox® 5/5 (Neogen Corporation, USA), que é um teste

imunoabsorvente ligado a enzimas competitivas diretas, com a faixa de detec¢do de 0,5 ppm a 5 ppm.
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O kit contém uma placa de microtitulagdo com 12 micropogos revestidos com anticorpos, solugdo
padrdo contendo concentragdes diferentes de micotoxinas (0 pg, 0,5 pug, 1,0 pg, 2,0 pg e 6,0 ug), conjugado de
enzima, o antianticorpo, o substrato, uma solu¢ao de paragem e tampodes de diluigdo.

Realizou-se a leitura dos resultados no espectrofotdometro (modelo 321Plus, Awaremess Technology,

INC,) a 650nm.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Amostragem é um parametro fundamental para a determinagdo de DON. Na Tabela 2 estdo
apresentados os valores de concentragdo de DON nas amostragens com as varia¢gdes do LMT acima e abaixo do

permitido pela legislag@o.

Tabela 2. Concentragdes de DON em quantidades diferentes de massa de trigo e diferengas em relagao

ao LMT.

Concentracoes de Diferenca em Amostra Concentracoes de  Diferenca em
Amostra DON (pg/kg) relacio ao LMT DON (pg/Kg) relacio ao LMT
(%) (%)
1 Padrio 2600 +30 7 2100 +5
2 2200 +10 8 2300 +15
3 2400 +20 9 1900 -5
4 2600 +30 10 1900 -5
5 2200 +10 11 1800 -10
6 2400 +20

LMT: Limite Maximo Toleravel. Valores positivos (+): acima do LMT. Valores negativos (-): abaixo/dentro do LMT.

Observa-se, que entre as amostras deste estudo, a quantidade reduzida ao final da quantificagdo de DON
representa a diminuicdo de 94% da amostra representativa do lote. Segundo Whitaker (2003) um plano de
amostragem baseado na quantificagdo de DON envolve os processos de amostragem, método de preparagio e
analise da amostra, demostrando a variabilidade de cada etapa do procedimento, sendo apresentado como uma
analise confiavel e sensivel para quantificagdo desta micotoxina.

Nota-se, que quando as amostragens foram alteradas a partir do padrdo para menores massas, 0s
valores de DON variaram demostrando incoeréncia entre as amostras. Os valores encontrados, (amostras 1-8)
quando comparado com a legislacdo vigente, estdo acima dos limites permitidos pela legislacdo brasileira, que
restringe a presenca da toxina em niveis maximos de 2000 pg/Kg em trigo, ndo estando adequada para o
consumo humano. A variagdo do LMT entre as amostras 1 a 11 foram de -10 a +30%, respectivamente. As
amostras de 2 a 8 apresentaram valores acima (positivos) do LMT, aproximando-se da concentragdo real de
DON no lote. A partir da amostra 9 a 11 os valores foram menores que o LMT, demostrando que a amostragem

com pequenas massas, derivadas de grandes lotes, ndo sdo representativas. Quando o tamanho da amostra ¢
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menor que a representacdo verdadeira do lote, observa-se a diminui¢do da concentragdo de DON, enquadrando-
se dentro dos limites estabelecidos. Estas diferencas entre as amostragens deixa clara a influéncia que a mesma
tem em analises laboratoriais, promovendo equivocos e gerando grandes prejuizos comerciais e a saude.
Conforme a tendéncia dos resultados apresentados, a amostragem pode ser uma fonte de erro grave e
um fator decisivo na determinacdo de DON. Considerando-se que no lote pode haver focos de contaminagdo em
partes diferentes, confirma-se a heterogeneidade dos graos em lotes de cereais. As particulas contaminadas com
micotoxinas podem estar em areas delimitadas, ndo homogéneas no lote, sendo assim, se o plano amostral for
realizado coletando amostras a partir de um unico ponto do lote, as particulas contaminadas podem, ou nao ser
coletadas (MALLMANN & DILKIN, 2011) representando de forma errénea o lote, caracterizando-se um ponto

critico de controle na comercializag¢@o do trigo como matéria prima para consumo humano ou animal.

4 CONCLUSAO

A amostragem ¢ um fator determinante para que lotes sejam representativos em analises laboratoriais,
apresentando resultados confidveis, prevenindo resultados falsos positivos, podendo impossibilitar a
comercializa¢do dos produtos gerando prejuizos econdmicos para a indUstria cerealista. Para a producdo de
alimentos seguros, faz-se necessario o monitoramento de niveis de contaminantes, envolvendo a etapa de

amostragem adequada, atendendo a legislagao vigente.
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